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RESUMEN 
Las alteraciones moleculares en los oncogenes c-kit y pdgfra, que codifican para los 
receptores de membrana tirosina cinasas, se asocian con características clínico-patológicas 
de pacientes con tumores del estroma gastrointestinal (GIST). Actualmente, los 
medicamentos están siendo desarrollados para inhibir, a nivel molecular, la acción de los 
oncogenes que desencadenan el desarrollo del cáncer. En este estudio caracterizamos las 
mutaciones de los genes c-kit y pdgfra en pacientes con diagnóstico de GIST para 
determinar las mutaciones que pudieran estar asociadas a la proliferación tunioral y/o a 
una respuesta terapéutica específica. Se aisló el ADN de 44 tejidos de tumor fijados en 
formalina con diagnóstico de GIST Los exones con mayor frecuencia de mutaciones 
reportadas para los genes c-kit, y pdgfra; fueron amplificados y evaluados por 
secuenciación directa. Experimentos de donación fueron realizados para caracterizar 
todos los posibles átelos mutantes presentes en las células tumorales. Las secuencias de 
aminoácidos fueron inferidas y alineadas a una secuencia de referencia del Genebank para 
determinar el sitio y el tipo de mutación. Encontramos la mayor frecuencia de mutaciones 
en el exón 11 (77%) del gen c-kit. Las mutaciones encontradas en el exón 11 fueron 
heterogéneas mientras que, el exón 9 presentó un único tipo de mutación 
(pA502_Y503dup). En el gen pdgfra se observó sustituciones y deleciones, siendo la 
más frecuente p.D842V. Todas las mutaciones encontradas han sido previamente 
asociadas a GIST, inclusive se observaron mutaciones asociadas a. (iIST con síndromes 
familiares. Un 66% de los pacientes de alto riesgo presentaron mutaciones entre los 
residuos 556-560 del exón 11 del gen c-kit. Es interesante observar que las mutaciones 
entre los residuos 556-560 comprenden la región de la yuxtamembrana que regula entre la 
conformación activa e inactiva del receptor. Nuestros resultados sugieren que el sitio y 
tipo de mutación activan constitutiva-mente a los receptores KIT y PDGFRa. Estudios 
clínicos han determinado cómo el tipo y sitio de mutación en estos genes, influyen en la 
respuesta objetiva y la resistencia a las drogas que actualmente se emplean. Una 
evaluación a nivel molecular de los casos con GIST permite una mejor interpretación del 
pronóstico y evolución clínica dél proceso tumoral al determinar las mutaciones que 




Mutations found in tyrosine kinase membrane receptor oncogenes, c-kit and pdgfra are 
associated with clinical and pathological characteristics of gastrointestinal stronial tumors 
(GIST). New drugs have been developed to inliibit these oncogenes at a molecular leve]. 
lii this study, we determined the c-kit ypdgfrci gene mutations in 39 GIST to analyze those 
mutations associated with tumor proliferation and specific therapeutic response. We 
isolated DNA from 44 paraffin-embedded tumor tissues and amplified the exons 
associated with a high frequency of mutations. Direct PCR sequencing of these exons 
were made and those with d,if[erent alleles were cloned and re-sequenced. Amino acids 
sequences were inferred from DNA sequences and were aligned to a Genebank reference 
sequence to determine the position and type of mutation. We found the higher frequency 
of mutations in c-kit gene exon 1,1 (90%). The mutations found in c-/cil exon 11 were 
heterogeneous while in c-kit exon 9, there was only one mutation type (p.A502_Y503dup). 
Mutations onpdgfra gen showed severa] substitions and deletions being the more frequent 
p.D842V. All mutations found have been previously associated to GIST, and we also 
found mutations associated to familiar GIST. A 66% of patients with mutations within 
residues 556-560 (exon 11) were considered high risk. We identified a region of high 
frequency mutations that would primarily affect the KIT receptor auto-inhibited 
conformation. Our results suggest that the site and type of mutation maintain receptors 
KIT and PDGFRA constitutively activated. A molecular evaluation of KIT and PDGFRA 
receptors mutations permits a better prognostic interpretation and clinical evolution of 
tumor proliferation. Characterízed mutations will lead to a better knowledge for drugs 




Los Tumores del Estroma Gastrointestinal (GIST según siglas en inglés) y algunos tipos 
de mastocitosis y leucemias presentan mutaciones en los genes c-kit ypdgfra (Ikeda et al., 
1991; Nagata et al., 1995; Kimura el al., 1997; Corless el al., 2004) Estos genes 
codifican para las proteínas KIT (receptor del factor de células madres) y PDGFRCZ 
(receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas), que son receptores de 
membrana con actividad tirosina cinasa involucrados en las principales vías de 
señalización celular que determinan crecimiento y proliferación de las células (Yarden et 
al, 1986, 1987; Roskoski, 2005). Estudios recientes han revelado que medicamentos 
como STI-571 (Imatinib, Novartis) tienen un efecto anti-tumor que interrumpe la acción 
de la tirosina cinasa sobreactivada (Debiec-Rychter et al., 2004). Estos mismos autores 
demostraron que la eficacia en la regresión del tumor a la acción de la droga Imatinib esta 
en un 50-70%, mientras que en un 85-90% en la detención de la progresión. El nivel de 
respuesta al tratamiento, junto con otros parámetros clínico-patológico, están relacionados 
con el tipo de mutación (sustitución, duplicación, deleción, inserción) y la localización de 
la misma (codón del, exón, intrón, región reguladora) (Corless et al., 2004). Las células 
tumoraies en respuesta al tratamiento con Imatinib desarrollan mecanismos alternos (c.p.e, 
mutaciones secundarias o, activaciones de otros receptores cinasas) para crear la 
resistencia a medicamentos inhibidores de cinasas (Heinrich el al., 2006). La resistencia al 
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Imatinib se ha observado en un 14% en pacientes que experimentan una progresión del 
tumor a los 6 meses y en un 50% a los 2 años de iniciado el tratamiento (Demetri et al., 
2002, Verweij et al., 2004). 
Por lo tanto, debido al proceso intrínseco de la proteína para activarse y autoinhibirse, la 
importancia que una mutación confiere a este proceso, demanda la determinación a nivel 
molecular de las mutaciones observadas en pacientes con tumores y su efecto patológico, 
en relación al tratamiento. Cuanto más se documente sobre las mutaciones observadas en 
los pacientes, más contribuimos al desarrollo de nuevos medicamentos inhibidores de la 
actividad cinasa. 
En este estudio determinamos las mutaciones en los genes c-kit ypdgfrt en pacientes con 
diagnóstico de GIST y las asociamos con la activación constitutiva del receptor. Los 
resultados de esta investigación permitirán identificar silos mecanismos moleculares de la 
terapia con drogas que inhiben la acción tirosina cinasa del receptor son de beneficio a los 
pacientes con GIST en Panamá. Conociendo la biología del GIST y sus bases 
moleculares, podríamos comprender los mecanismos de la alteración genética asociados a 
la formación de cánceres. 
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OBJETiVO GENERAL 
. Determinar las mutaciones en los residuos de aminoácidos de los genes c-kit y 
pdgfrcr asociadas a la activación constitutiva del receptor. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
o 	Determinar lasmutaciónes de los genes c-kit ypdgfrcr de tejidos preservados en 
bloques de parafinade pacientes con GIST. 
• Asociar las mutaciones del paciente con el grupo de riesgo. 
• Predecir la respuesta terapéutica según el patrón de mutaciones presentes. 
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FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 
1. 	MUTACIÓN Y CÁNCER 
Las mutaciones pueden ser causadas por agentes que dafian al ADN y son comúnmente 
llamadas mutaciones inducidas. Los mutágenos, agentes que inducen la mutación, pueden 
ser de dos tipos, químicos tóxicos (nitritos, bromouracilos, naranja acridino) y radiación 
(rayos gamma, luz ultravioleta, partículas alfa y beta). Por el contrario, las mutaciones 
espontáneas, que ocurren sin químicos ni radiación, son debidas a errores en la replicación 
y reparación del ADN (Griffiths el al., 2000; Lodish et al., 2000). 
El cáncer puede originarse por 1) agentes ambientales (radiaciones) o por sustancias 
químicas que tienen la facultad de dafiar al ADN llamados careinógenos; 2), el resultado 
de mutaciones a nivel somático y/o de la línea germinal en genes que regulan y controlan 
el crecimiento y división celular, éstos son los oncogenes y los genes supresores de 
tumores, 3) y  retrovirus que pueden generar células cancerosas por su facultad de capturar 
oncogenes de una célula huésped animal, insertarlos en su genoma y expresarlos al 
infectar otros individuos (Lodish el al., 2000; Clark & Russell, 2000). Existe una 
nomenclatura para diferenciar a un oncogen proveniente de un virus de aquel localizado en 
la célula. A la versión del oncogen que proviene de un virus se le nombra con la letra y 
(minúscula) seguida del nombre del gen (en minúscula y cursiva); ejemplo, v-kit. La 
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versión del oncogen presente en el cromosoma se le designa con la letra c seguida del 
nombre del gen, ejemplo, c-kit (Clark & Russell, 2000). 
Un proto-oncogen es una versión no mutada de un oncogén y tienen como función regular 
procesos de división y crecimiento celular. Ejemplos de proto-oncogenes son 1), 
receptores de membrana celular, los cuales llevan el mensaje externo hacia el interior de la 
célula (Chabot et al., 1988); 2) los factores de crecimiento, los cuales son proteínas que 
viajan por el torrente sanguíneo, llevando mensajes a la superficie celular (Baserga, 1994); 
3), proteínas de transmisión de selales, las cuales pasan las seriales extracelulares 
recibidas a enzimas o genes necesarios para la división celular (ejemplo, proteínas cinasas; 
Karin & Hunter, 1995); 4) y  los factores de transcripción, proteínas que se unen y activan 
los genes (Dang, 1999). Mientras que los genes supresores de tumores o anti-oncogen 
ayudan a mantener el control del ciclo celular codificando proteínas que se enlazan a una 
secuencia especifica del ADN (zinc fingers) en la región reguladora de los genes a 
expresarse como ocurre con el Retinoblastoma (Weinberg, 1995). 
Algunos oncogenes son el resultado de mutaciones que alteran su regulación, mientras que 
otros son el resultado de mutaciones en su porción estructural (Clark & Russell, 2000). Si 
la mutación en solo uno de los dos alelos de un oncogen es suficiente para generar un 
cambio en la función del gen, se considera el alelo mutado como el alelo dominante. Por 
el contrario, y como ocurre en la mayoría de los genes supresores de tumores, se requiere 
la mutación de ambos alelos para generar un cambio, considerando los alelos mutados 
como recesivos (Lodish et al., 2000; Clark & Russell, 2000). 
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Hanahan y Weinberg (2000) sugieren que el cáncer es una manifestación de seis 
alteraciones esenciales en la fisiología celular que colectivamente dictaniinan, el 
crecimiento de células malignas. Estas alteraciones son 1), señales de. autosuficiencia para 
crecer 2), insensibilidad a las sefiales inhibitorias del crecimiento 3), evasión de la muette 
celular programada (apoptosís) 4), ilimitado potencial replicativo 5), se mantiene la 
angiogénesis (habilidad de vascularización) 6) y la invasión tisular seguido de metástasis 
(Figura 1). Aunque el orden en que éstas seis alteraciones se adquieren varía dependiendo 
del tipo de cáncer y del mecanismo que generó el cambio genético en la célula. La 
mutación de un proto-oncogen y/o de un gen supresor del tumor puede afectar el 
funcionamiento de otros genes (Lengauer et al., 1998), La pérdida de función de la 
proteína supresora de tumor p53, por ejemplo, se encuentra asociada a diferentes cánceres 
(Levine, 1997). De hecho se ha observado que la pérdida en función del p53 altera el 
funcionamiento de genes involucrados en la transducción de señales para la reparación del 
ADN o en los genes encargados de la segregación cromosomal durante la mitosis 
(Lengauer etaL, 1998; Hanahan & Weinberg, 2000). 
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Componente Capacidades Adquiridas 
~suficiencia en las señales de 
crecimiento 
Insensibilidad a las sei'lales de 
atlo.c recimiento 
Evadiendo apoptosis 
Potencial replicativo limitado 
Angiogénesis sostenida 
Invasión de tejidos y metástasis 
Ejemplos de Mecanismos 
Activación del oncogen H-Res 
Pérdida del gen supresor retinoblastoma 
Produce los factores de supervivencia IGF 
Activación de la telomerasa 
Produce al inductor VEGF 
Inactivación de E-cadherin 
Figura 1, Capacidades adquiridas del Cáncer durante su desarrollo a través de seis 
mecanismos básicos (A) cuyo orden varia dependiendo del tipo de cáncer. Ejemplos de 
genes asociados a cada mecanismo se muestran (B) algunos de los cuales pueden estar 
asociados a varios cánceres (Hanahan & Weinberg, 2000). 
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2. 	LOS RECEPTORES TIROSINA CINASA 
Besmer et al. (1986) identificaron un oricogen viral en el virus del sarcoma felino Hardy-
Zuckerman (HZ4-FeSV) que había sido aislado de un flbrosarcoma felino. La secuencia 
de aminoácidos de este oncogen reveló una homologla con la familia de genes de la 
tirosina cinasa y por ende se le designó v-kit (Besmer et al., 1986). Posteriormente, c-kit, 
el homólogo humano de v-kit, fue identificado y se encontró que estaba ubicado en el 
cromosoma 4q12 en humanos (el cual corresponde al cromosoma 5 en ratón) (Yarden et 
al., 1987; Chabot el al., 1988; Spritz et al., 1994). Yarden et al. (1987) determinaron que 
el gen c-kit codificaba para una glicoproteína transmembranal de 145-kDa, la cual era 
capaz de autofosforilar los residuos de tirosina, y relacionó a c-kít, por su similitud en 
estructura y función proteica, con los miembros de la familia tirosina cinasa subfamilia III, 
encontrando una mayor homologlá con los receptores PDGF y CSF-1, que son receptores 
del factor de crecimiento. Dentro de esta subfamilia se incluyen los receptores del factor 
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor-1 estimulador de la colonia de 
macrófago.(CSF-1 o c-fms), y el receptor Flt-3 (Sherr et al., 1985, Coussens et al., 1986; 
Yarden et al., 1986; Rosnet et al., 19931 Tiempo después un nuevo factor de crecimiento 
cehilar de mastocitos (MGF, mast celi growth factor) fue identificado y se demostró que 
era el ligando para el receptor c-kit(Williams el al., 1990). MGF también se conoce con 
los siguientes nombres en inglés: Stem Ceil Factor (SCF), Kit Ligand (XL) y Steel Factor 
(SF) (Chan, 1999). 
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a. Estructura del receptor KITy PDGFRa 
Los receptores KIT y PDGFRa se caracterizan, porque actúan como dimeros y presentan 
tres regiones: extracelular, transmembranal y citoplasmático. La región extracelular está 
constituida por cinco dominios similares a rnmunoglobulinas (similar a Ig), en donde el 
segundo y tercer dominio constituyen en conjunto el sitio de anclaje del ligando mientras 
que el cuarto dominio contiene el sitio de dimerización. La región traismembranal consta 
de una alfa hélice, mientras que la región citoplasmática está compuesta por el dominio 
adyacente a la membrana (denominado juxtamembrana) y por dos dominios cinasas 
dividido por un segmento hidrofilico (Figura 2) (Sherr el al., 1985; Coussens el aL, 1986; 
Yarden etal., 1986; Rosnet'etaL, 1993; Lev el al., 1993; Roskoski, 2005; Lemnion etal., 
1997). 
El gen e-kit puede generar también formas truncadas de la proteína KIT, formada por un 
solo dominio cinasa, resultado del ayuste (corte y empalme) alternativo del mRNA. Estas 
isoformas son solubles y se expresan en células germinales masculinas (Rossi el aL, 
19921 pero debido a que está severamente truncada, no presenta una actividad cínasa, 
aunque puede mediar señales demostrándose su importancia en la espermatogénesis y la 
fertilización (Sette cf aL,. 2000). 
b. Estructura del ligando de c-kJt: Stem Ceil Factor (SCF) 
SCF presenta dos isoformas, una soluble y la;otra anclada a la membrana, que se generan 
como resultado del ayuste alternativo del mRNA y de los procesos proteoliticos (Lu el al., 
1991). La forma soluble tiene 165 aminoácidos y funciona como un homodímero (Zhang 
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el áL, 2000). Los dímeros de las isoformas SCF se. anclan al c-kit con alta especificidad y 
afinidad (Lev et al., 1993; Lemmon eraL, 1997) 
c. 	Proceso de activación del receptor 
La activación de los receptores tirosina cmasa se inicia con la interacción de un ligando, 
como el Factor de Célula Madre (stem ceil factor) con el segundo y tercer dominio similar 
a lg provocando la dimerización de los receptores de tal forma que los dominios de cinasa 
intracelulares de cada receptor interacinen en trans uno con el otro (Zhang e: al., 2000; 
Mol el al., 2003; Yuzawa et aL , 2007). Un cuarto dominio similar aig defectuoso resulta 
en una disociación acelerada del ligando, indicando que la afinidad del ligando es 
dependiente de la dimerización de los receptores (Blechman et al., 1995; Yuzawa et al., 
2007). 
En proteínas cinasas, generalmente los primeros residuos de tirosina que se fosforilan son 
aquellos localizados en el lazo de activación, localizado en el segundo dominio cinasa, lo 
cual promueve la estabilización del receptor en su forma más activa (Huse & Kuriyan, 
2002; Roskoski, 2004). A diferencia de las proteínas cinasas,. Los receptores tirosina 
cinasa de la subfamilia ifi, fosfonlan primeramente los, residuos de tirosina localizados en 
las tirosinas 568 y 570 de la juxtarnembrana en vez de la tirosina 823 del loop de 
activación; generando un cambioen la configuración estática que bloquea estéricamente el 
lazo de activación y evitando que el receptor se mantenga en conformación activa 








Figura 2. Estructura de los receptores tirosina cinasa KIT y PDGFRa indicando cada 
dominio similar aig en la región extraeluIar (EC) en números romanos (1, II, IU, IV y y), 
la región transmembranal con un segmento que atraviesa la membrana plasmática (MP) y 
la región intracelular (IC) con dos dominios cinasas (TKI y TK2). KIT es codificado por 
20 exones y PDGFa es codificado por 21 exones. La posición de los exones se indican 
con flechas según el segmento de la proteína que codifican en cada receptor (Edling, 
2006). 
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La juxtamembrana es por ende importante en el proceso de activación, una deleción del 
dominio causa un incremento en el tiempo de activación y una duplicación inhibe la trans-
fosforilación (Chan et al., 2003). Luego de la fosforilación inicial el residuo de tirosina 
823, en la segunda región cinasa se fosforita para estabilizar la forma activa del receptor 
(Mol et al., 2003, Mol et aL, 2004). Por consiguiente, el residuo de tirosina 568 localizado 
en la juxtamembrana del receptor es el sitio primario de la autofosforilación in vivo (Mol 
eral., 2004). El cambio de conformación del lazo de activación permite que el ATP unido 
al receptor se exponga y que los residuos de tirosina 823, en el segundo dominio cinasa, 
catalicen la transferencia del grupo fosfato gamma (ATP) al grupo hidroxilo del sustrato 
con un dominio SH2 (Src homology 2) (Roskoski, 2005). La activación del receptor inicia 
una cascada.de señales en el citoplasma promoviendo el crecimiento y proliferación de las 
células (Roskoski, 2005; Lennartsson et al., 2005; Edling, 2006). 
d. 	Sitios de anclaje de las proteínas al KIT y la transducción de señales 
Después de la activación del receptor KIT divers proteínas son reclutadas directa o 
indirectamente para tomar parte en los complejos procesos de transducción de señales 
(Tabla 1). Algunas de las funciones de éstas proteínas reclutadas dentro de las células aun 
son desconocidas, aunque individualmente tengan funciones específicas como es el caso 
de 	Cbl, cuya función enzimática es transferir ubiquitina- conjugada al sustrato 
promoviendo su degradación en el proteosoma (Zeng et al., 2005). Las proteínas 
reclutadas del grupo Src, de la familia de las cinasas, están relacionadas con diferentes 
funciones biológicas, incluyendo sobrevivencia, proliferación, diferenciación y movilidad 
(Roskoski, 2004). En el caso de las proteínas Shpl y Shp 2, dos proteínas reclutadas tipo 
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fosfatasas fosfotirosil citosólicas regulan negativamente la señalización de los factores de 
crecimiento y varían según el tipo de célula donde se expresan. Ambas Shp actúan 
desfosforilando al receptor directamente o inhibiendo las señales de c-kit indirectamente al 
desfosforilar a otros receptores asociados (KozBajoski el al., 1998). Las vías de 
señalización más importantes se observan en la figura 3. Entre las vías de señalización 
asociadas a los receptores KIT y PDGFRa están: 
• Vía fosfoinositil 3 -cinasa (PI3K) que ha sido relacionada a la síntesis de ADN, 
supervivencia celular, ensamblaje de actinas y membranas, quimiotaxis y tráfico 
vesicular (Vosseller el al., 1997). 	En células hematopoyéticas progenitoras, 
Waiid.zioch (2004), encontró que la vía MAPK es dependiente de la activación de 
PI3K, estableciendo que la actividad de PI3K es requerida para la viabilidad y 
proliferación de éstas células. 
• Vía Janus Cinasas JAK-STAT, regula la expresión de los genes y su actividad 
transcripcional (Steelman el al., 2004). 
• Vía Ras-Erk, su acción es responsable de la división celular y la sobrevivencia 
(Steelman el al., 2004). La activación de Erk 1/2 en células hematopoyeticas es 
importante para su diferénciación (Uchida el al., 2001). 
• Vía SFK, las proteínas SFK están asociadas a un amplio rango de funciones celulares 
que incluyen progresión del ciclo celular, quimiotaxis, adhesión, sobrevivencia y 
tráfico de proteínas (Thomas & Brugge, 1997). 
• Va de la Fosfolipasa Cy (PLCy), induce en presencia del ligando SCF la proliferación 
y sobrevivencia celular. Esta vía tiene relación con la descarga de Ca 2-4-  a la célula, y 
bajo la acción del ligando SCF induce protección en contra de la apoptosis cuando se 
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irradia la célula o bajo la acción de un agente citotóxico como el daunorubicina 
(Carpino el al., 1997; Pto el al., 2001). 
e. 	c-kit: expresión y mutaciones 
La expresión del c-kit es observada en diferentes Upes celulares: mastocitos, células 
madres hematopoyéticas, células madres progenitoras, en las células intersticiales de Cajal 
(ICC) del tracto gastrointestinal, melanocitos coroidales, células germinales y neuronas 
(Heinrich el al., 2002a; Miettinen & Lasota, 2005). Una expresión inapropiada del gen o 
una activación!desactivación ineficiente están asociadas a una variedad de enfermedades 
hasta ahora estudiadas en mamíferos superiores (Tabla 2). 
Un mecanismo que conlleva a una activación inapropiada del KIT es la irregularidad en la 
secreción autocrina del ligando SCF, ocasionando la aparición de carcinomas de células 
pequeñas del pulmón (SCLC), carcinoma colorectal, carcinoma de mama, tumores 
ginecológicos y neuroblastomas (Heinrich el al., 2002a). Los mastocitos y las células 
hematopoyéticas progenitoras expresan KIT en su superficie, mientras que las células 
hematopoyéticas más diferenciadas, carecen de la expresión de KIT (Edling, 2006). Sin 
embargo, ciertas células leucémicas humanas (c.pe. Leucemia mieloide aguda, AML) y 
ciertos tumores no-hematopoyéticos, como los tumores del estroma gastrointestinal 
(GIST) y los seminoma de células germinales, expresan en su superficie celular a KIT 
(Tkeda el al., 1991; Strohmeyer el al., 1995; Theou etal., 2004). 
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Tabla No..!. Sitios de fosforilación de las Tirosinas en KIT humano y ratón, nombre de la 
proteína que el KIT recluta y el posible efecto biológico de dicha interacción: 
Sitio de 
Fosforilación de 
las Tirosinas (Y) 
Y567 (ratón) 
Proteínas 
Reclutadas Efecto Biológico Referencia 
Lyn, Src, SI, Fyn Quimiotaxis 	en 	células 
hematopoyeticas primarias 
y movilinwión de Ca 2+ 
Ueda el al, 2002 
Y567 (ratón) SHP2 Regulador 	negativo 	de 
proliferación 
KóiBajoski etal., 1998 
Y568 (humano) Src familia de 
cinasas 
Proliferación Linnekin el 	al., 	1997, 
Price 	el al., 1997; 
Roskoski, 2004 
Y568 (humano) 1 APS Wollberg el a1,2003 
Y5681570 
(humano) 
Shc, CHIC Price etal., 1997 
Y569 (ratón) SHPI Regulador 	negativo 	de 
proliferación 
KozBajoski el al., 1998 




de P13 K) 
Adhesión, sobrevivencia, 
proliferación, fertilidad en 
ratones 
Blume-Jensen el al, 
1998; Kissel el al., 
2000; Serve eta!,, 1994 
y 1995 
Y728 (ratón) 	PLCY 
Y730 (humano) 
Proliferación, sobrevivencia 
(cuando se une el ligando 
SCF) 
Gommemian el al., 2000 
Y746 (humano) 	cPKC Negativamente regula la 
activación del receptor,  
Edling, 2006 
Y821 (ratón) ---- Proliferación y 
sobrevivencia 
Serve etal., 1995 
Y823 (humano) Loop 	de 
activación 
Y900 (humano) 	P85 (PI31C), Crk' 
Fosforilación por 
Src 
Proliferacióli Leimartsson el aL 2003 
Y936 (humano) 	Clrb2/7,ÁPS, Cbl. Thornmes el al., 1999; 
Wollberg el al. 2003 
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¡111(1111 jq1 
Figura 3. Esquema simplificado que muestra las vías de transducción de señales activadas 
al fosforilar los diferentes residuos de Tirosina (Y) encontrados en los receptores tirosina 
cinasa tipo ifi (Lennartsson et al., 2005). 
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Tabla No. 2. Mutaciones en el gen c-kit más frecuentemente asociadas a enfermedades. 
Mutaciones Enfermedad Asociada Células afectadas Referencia 
D816V 
D816V 





Mastocitosis agresiva Mastocitos de piel y 
nílón 
Nagata el al., 




D816Y Leucemia aguda no- 
linfocítica-M2 con mastocitos 
involucrados 
Blastocitos 
D816H Tumores de células 
germinales 
Células germinales Tian, 1999 
D8200 Enfermedad sistémwa 
agresiva de mastocitos 
Blastocitos Nagata el al., 
1995, Longley et 
a1, 1996 
D816V+V560G Leucemia humana de 
mastocitos, Human mast ceil 
une HMC- 1 
Mastocitos Funtsu, 1993 
E561 Linfomas Sinonasal de 
células T 
Células T Hongyo, 2000 
D52N Enfermedad 






A533N mastocitosis cutánea difusa mastocitos Tang, 2004 






D-Acido Aspartico, V=Valina, YTirosina, H=Histidina, G=Glicina, Eácido Glutárnico, 
N'=Asparagina 
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Los melanocitos cutáneos y coroidales también expresan KIT en su superficie, sin 
embargo, se ha observado que un 70% de los melanomas cutáneos no expresan niveles 
detectables de KIT (Easty & Bennett, 2000). Como la ausencia en expresión de KIT se 
correlaciona con el potencial de metástasis en melanomas, ciertos estudios demostraron 
que una expresión positiva de KIT en líneas de células con melanoma inducía la apoptosis 
mas no la proliferación de melanocitos (Huang et al., 1996). La pérdida en expresión de 
KIT, en ciertos melanomas, sugiere que las células malignas escapan de la apoptosis 
mediada por KIT, permitiendo al tumor crecer y generar metástasis (Gutman et aL, 1994). 
Por consiguiente, una ganancia-en-función o pérdida-en-función de esta proteína, está 
relacionada con los tejidos en los cuales ésta se expresa. 
En ratones se ha observado que las anormalidades debida a una pérdida/ganancia-en-
función del gen c-kit sería la reducción en los mastocitos, y en las células intersticiales de 
Caja¡, severa anemia debido a daños en la eritropoyésis, piebaldismo y esterilidad en 
hembras y machos (Kitamura etal., 1978; Russell, 1979; Maeda et al., 1992; Cable, 1992; 
Huilzinga et al., 1995). El piebaldismo, por ejemplo, es un desorden hereditario 
autosómico dominante caracterizado por teucodermia congénita. En un 75% de los 
pacientes esta condición está asociado a mutaciones que ocasionan pérdida-en-función del 
c-kit y en menor proporción se debe a mutaciones en el ligando del factor de células 
madres (SCF) y/o el gen para el factor de transcripción (SLUG) (Ezoe et ci!., 1995). 
Deleciones enteras o parciales del gen c-kit (Ezoe et al., 1995), deleciones en los genes 
tanto en c-kit como enpdgfra (Fleischman etal., 1991; Spritz eral., 1992), y  deleciones 
del gen SLUG han sido asociados a piebaldismo en humanos. Los pacientes con 
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piebaldismo presentan mutaciones en el exán 3 del gen c-kit con sustituciones y 
deleciories, sustituciones en los exones 6, 13 y  17; en el intrón 3 se observa una sustitución 
que afecta al sitio de ayuste de los exones 2 y  3 (Murakami et aL, 2005). 
La ganancia-en-función del gen c-kit se debe a mutaciones que pueden variar desde 
mutaciones puntuales con sentido y sin sentido, deleciones y duplicaciones. Estas 
mutaciones tienen un potencial oncogénico fuerte si consideramos su función para la 
señalización intracelular. En base a éstas funciones, Longley et al. (2001) clasificaron a 
las mutaciones activadoras del KIT en reguladoras o enzimáticas. Dentro de las 
mutaciones puntuales los residuos de valina 560, en el dominio de la juxiamembrana, y 
asparagina 816, en el dominio cinasa, son las que ocurren más frecuentemente. Los 
mutantes del c-kit activados presentan fosforilación constitutiva de la tirosina activando las 
vías de señalización independientemente del anclaje del ligando. 
Las mutaciones encontradas en la juxtamembrana son reguladoras debido a su función en 
la dimerización y activación del receptor, mientras que las mutaciones en los dominios 
cinassi son enzimáticas debido a su función de fosforilación. Las mutaciones enzimáticas 
están asociadas con mastocitosis, leucemia mieloide aguda y tumores de células 
germinales (Nagata et al., 1995, Longley et aL, 1996; Ashman et aL, 1999; Ning et al., 
2001; Tian et al., 1999). Las mutaciones de la región reguladora son frecuentemente 
asociadas a tumores del estroma gastrointestinal (GIST) (Duensing el al., 2004). Las 
mutaciones en la región reguladora y enzimática también han sido identificadas en 
receptores tirosina cinasas relacionados al MT, como el F1t3 (mutaciones con repeticiones 
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internas en tandem en la juxtainembrana de pacientes con Leucemia Mielode Aguda o 
AML), c-Met (mutaciones Sm sentido, o inserciones en la juxtamembrana en pacientes con 
Cáncer de Células Pequeñas de Pulmón o SCLC) (Reilly, 2003; Ma et al., 2003). 
La activación constitutiva del c-kit esta asociada a neoplasias en Mastocitos, tumores del 
E.stroma Gastrointestinal (GIST), tumores de células germinales y algunas leucemias. 
Recientemente, se ha observado una expresión aberrante del c-kit en carcinomas de 
pulmón (Miettinen & Lasota, 2005). El estudio de las mutaciones en los genes de los 
receptores tirosma cinasa en humanos, ha demostrado que esta proteína es esencial para la 
hematopoyésis, melanogénesis, gametogénesis, crecimiento de mastocitos y en la 
diferenciación y desarrollo de las células intersticiales de Cajal (Loveland & Schlatt, 1997; 
Tian et al., 1999). Existe una base de datos de mutaciones de genes en humanos 
designada como Human Gene Mutation Database del Instituto de Genética Médica de 
Cardiff (www.hgmd.ct.ac,uk), 	En esta base de datos se describen las diferentes 
mutaciones puntuales, inserciones, deleciones y las mutaciones por ayuste que se dan en 
los genes c-kit ypdgfra,  asociados a los diferentes tipos de tumores. 
3. 	GIST: GENLRAL[DADES 
Los GIST son un cáncer relativamente raro, sin embargo, son los tumores mesenquimales 
primarios más comunes del tracto digestivo, con una incidencia cercana a 20/1 000 000 
por año (Kindblom et al., 1998; Miettinen et aL, 2001). Su naturaleza es dificil de 
predecir, algunos pueden ser tumores benignos y otros malignos. Entre los factores de 
pronóstico, que más ayudan a predecir la evolución del tumor son el tamaño y el Indice de 
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divisiones mitóticas. En base a estos parámetros, se ha propuesto una clasificación de 
riesgo (Tabla 3; Fleteher eral., 2002; Miettinen el al., 2005 a, b). 
Los GIST fueron inicialmente clasificados como tumores de músculo liso (Ieiomioma, 
leiomioblastoma o leiomiosarcoma) basta que la microscopia electrónica y los análisis 
inmuno-histoquimicos mostraran que solo una fracción pequeña de éstos mostraban una 
diferenciación de músculo liso (Miettinen el al., 2001, Fletcher el al. 2002). Esta 
clasificación errónea permitió por muchos años estadísticas irreales de GIST. A finales de 
la década de los 90, se demostró que los GIST compartían características morfológicas, 
inmuno-histoquímicas y genéticas con las células intersticiales de Caja] (ICC), que son las 
células marcapaso del esófago-tracto gastrointestinal (Kindblom el al., 1998; Sircar el al., 
1999). 
La mayoría de los GIST expresan la oncoproteína tirosina cinasa KIT, la cual también se 
utiliza como nwcador inmunohistoquínhlco de las células intersticiales de Caj al (Hirota el 
al., 1998). La expresión de KIT es fuerte y tan específica que actualmente se utiliza como 
diagnóstico, aunque hay una pequeña fracción (540%) de las células del tumor que son 
KIT negativo (Corless el al,, 2004; Medeiros et al., 2004). 
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Tabla No.3. Estimación del grado de riesgo de un GIST en base a su tamaño y tasa 
























Caracterización del Riesgo de Metástasis Parámetros del Tumor 
año 
Conteo Estómago 
2cm nrnguno ninguno ninguno ninguno 
per 50 
Muy bajo Bajo Bc >2 5cm 
HPFs Mod&ad) >510cm 
Alta Moderad O 10 cm 
12 cm • Alto 
>5 	5OHPF 
'2 c  5cm Alt 
per 







j ' ¡0 cm 
HPF: High Power Field (campo en alto poder); * significa muy pocos casos 
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4. 	GIST Y MUTACIONES EN RECEPTORES TIROSINA CINASA 
Los GIST presentan mutaciones oncogénicas en los genes c-kit y pdgfra. La activación 
constitutiva de KIT es uno de los primeros eventos de transformación en GIST y ocurre 
principalmente por mutaciones activadas en el gen c-kit (Duensing el al., 2004, Hirota el 
al., 2000a; Hirota el al., 2001). La mayoría de las mutaciones del ckit están dentro de la 
región de la juxtamembrana (codificada por el exón 1 1). Sin embargo, un menor número 
de mutaciones se ha encontrado en la región extracelular del KIT (exón 9), en la región 
que divide a los dominios cinasas intracelulares (exón 13), o en los lazos de activación 
catalítica en el segundo dominio cinasa (exón 17) (Figura 4) (Moskaluk el al., 1999,-
Hirota 
;
el al., 1998; Lasota e! al., 1999; Tariiguchi el al., 1999; Lux, 2000; Hirota el al., 
2001; Mietlinen and Lasota, 2005). Las mutaciones en el gen Pdgfra se observan en un 
7-12% de los casos, ocurriendo más frecuentemente en el exón 18 (asa de activación) y 
raramente en el exón 12 (dominio de lajuxtamenbrana) y exón 14 (primer dominio cinasa) 
(Sihto el al., 2005; Heinrich, 2002b). En la tabla 4 se resume las mutaciones más 
frecuentemente encontradas en estos receptores cinasas asociados a GIST (Heinrich, 
2006). 
La actividad cinasa del c-kit está estrechamente regulada a través de todo el ciclo de 
señalización. El anclaje de la proteína tirosina fosfatasa SHP-1 a la región de la 
juxtamembrana fosforilada del c-kit resulta en la defosforilación de los residuos de tirosina 
y en la terminación de las señales intracelulares (Mol el al., 2003). El doble rol de la 
región j uxtamembranosa como dominio autoinhibitorio cuando no esta fosfonlado, y 
como dominio iniciador de señales intracelulares al cuando se fosforila, ha hecho dificil 
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poder disectar las funciones estructurales y mecánicas de esta región en la cascada de 
señalización. Heinrich et al. (2003), demostraron que GIST con mutaciones en c-kit o 
pdgfra no difieren en su potencial para activar las vías de señalización como AJct, STAT1, 
STAT3 y Erk 1/2. 
Mutaciones en sitios específicos del dominio juxtamembranal del c-kit y del factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (pdgfra) indican que varios residuos son necesarios 
para mantener el estado autoinhibido de la cinasa (Mol et aL, 2004). Las mutaciones que 
causan la activación constitutiva de la cinasa del c-kit en ausencia de un factor de células 
madres (ligando) esta relacionado con la formación de cánceres altamente malignos 
también observados en tumores de células germinales, leucemias mieloides y en 
mastocitosis (Nagata et al., 1995; Longley et al., 1996; Lasota el al., 1999; Taniguchi et 
al., 1999; Hou eral., 2004; Zimpfer et aL, 2004). 
S. 	MUTACIONES EN GIST Y EFICIENCIA DE LAS DROGAS 
Estudios recientes han revelado un efecto anti-tumor del medicamento STI-571 (Imatinib) 
que intemmipe la acción de la tirosina cinasa (Mol et al., 2004). Varios estudios clínicos 
señalan que la respuesta a Imatinib varia dependiendo de la región (exón) y el tipo de 
mutación que se presenta en el gen c-kit (Dagher et al., 2002; Zimpfer et al., 2004; 
Miettinen et al., 2005; Taro el al., 2005). Las mutaciones en el exón 11, por ejemplo, son 
más sensibles a la droga Imatinib, porque la droga compite por el sitio de inactivación de 
la tirosina 568; mientras que, la mutación en el exón 9 de KIT es resistente in vitro 





Exon 8 (1 caso) 
-  Exon 9(9.9%) 
Exon 11(601/6) 
Exon 13(2%) 
-  Exon 17 (1.39/6) 
Exon 12 (1.2%) 
Exon 14(0.5%) 
Exon 18(6.4%) 
Figura 4. Frecuencia de mutaciones encontradas en los exones de c-k y pdgfra que 
codifican para los receptores tirosina cinasa relacionados con GIST. Datos obtenidos a 
partir de 1,581 casos. Un 18.6% de los casos con GIST no presentaron mutación. (Según 
datos de los laboratorios de Corless y Hennich hasta el 2008 y presentados en conferencia 
GIST Tour 2008 organizado por Novartis Oncology). 
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Taba No. 4. Resumen de las mutaciones más frecuentes del c-kit y pdgfra encontradas en 
GIST no-hereditario (esporádico). 
Gen Exón Frecuencia (%) Codones con Mutación 
c-kit 11 20-60 Deleción-inserción 550-561 
Mutación puntual 557, 559,. 560, 576 
Duplicaciones internas en tandem (repeticiones) 
(3' final) después de 570 
9 10-15 Duplicación-Inserción 501-502 
13 <5 Mutación puntual 642 
17 Raros <1 Mutación puntual 820 
Pdgfra 12 <1 Mutación Puntual 561 
Deleción-inserción 560-571 
Inserción 582-586 
14 <0,5 Mutación puntual 659 
18 2-3 Mutación puntual en 842 
Deleción-sustitución 842-847 
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Actualmente, algunos pacientes con (HST después de cinco aflos en el uso de la droga 
muestran resistencia; algunos estudios indican que la resistencia esta asociada a 
mutaciones secundarias (Figura 5) (Heinrich et al., 2006- Tamtiorine cf al., 2005). Esta 
hipótesis ha sido determinada en pacientes con leucemia quienes presentan una segunda 
mutación en el dominio ABL del oncogen BCR-ABL (Corless et aL, 2004). Dos tipos de 
resistencia se han identificado en pacientes con (IIST: (1) resistencia primaria, donde se 
evidencia la progresión de la enfermedad en los primeros 6 meses de tratamiento, 
frecuentemente asociada con la proteína KIT tipo salvaje, o con mutación en el exón 9 de 
o con la mutación D42V en pdgfra; (2) resistencia secundaria, donde hay 
progresión de la enfermedad después de 6 meses de tratamiento. Esto puede ser debido 
probablemente a una segunda mutación en cualquiera de los dos genes, a una sobre-
expresión de las proteínas, o a activación constitutiva de otro receptor cinasa (Corless et 
aL, 2004). Heinrich el aL (2006) deteírninó la correlación entre las mutaciones y la 
resistencia al Imatinib (Oleevec) en pacientes con GIST. 
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Mutaciones primaria y secundarias en c-kit 
Dominio de unión 
al ligando 
Exón 9- dcmr,io extracetular 
Membrana celular 	- 
Las mutaciones 
secundaras pueden 
Ocurrir dando resistencia 
al Gluevee 
Exón 11- dominio juxtomeraibrana 
T 
Mutaciones Primarias 
Exón 13- dominio tirosiria cinasa 1 
Inserto irtter-c'naa 
IrosmTdnih 2 
Figura 5. Exones con mutaciones primarias y secundarias en c-kit. Se observan las 
mutaciones primarias más frecuentemente observados (exones 9 y 11) en pacientes que 
que al tiempo de iniciado el tratamiento con Gleevec (Imatinib) desarrollan mutaciones 
secundarias (exones 13 y  17) que confiere resistencia al tratamiento. Sunitinib es una 
opción en casos con resistencia (Heinrich etal., 2006). 
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M1TODOLOG1A 
Selección de las Muestras 
La revisión de 45 casos clínicos (1980-2006) con tumores del sistema gastrointestinal y la 
selección de los tejidos para este estudio fue realizado por el Dr. Carlos Singh, patólogo 
del Instituto Oncológico Nacional, como parte de un proyecto de investigación que en 
conjunto se desarrolla con el Instituto Conmemorativo Gorgas. El diagnóstico de estos 
tumores fue realizado por el Dr. Singh basándose en los criterios morfológicos 
(microscópicos) establecidos en la clasificación de tumores de tejidos blandos según la 
Organización Mundial de la Salud (2002) y  confirmados con los estudios inmuno-
histoquímicos utilizando los marcadores C13II7, CD34, Proteína S-100 alfa-actina y 
Desmina. Los tejidos de la primera resección del tumor realizada a los pacientes fueron 
preservados en formalina amortiguada y procesadas en parafina según procedimientos 
estandarizados en el Instituto Oncológico. 	Se seleccionaron 40 bloques porque 
presentaban poca necrosis y hemorragia, donde el tejido ocupaba la mayor área del bloque, 
y que presentaran tejido sano y tejido con células tumorales. Los tejidos en bloques de 
parafina seleccionados fueron codificados para salvaguardar la confidencial ¡dad de los 
pacientes. 
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Extracción de Ácidos Nucléicos 
Los tejidos preservados en bloques de parafina se cortaron con un bisturí y se colocaron 
de 5-10 mg en un microtubo de 1,5 ml libre de DNasas y RNasas. Se utilizaron bisturís 
nuevos para cada muestra, los cuales fueron limpiados con etanol al 70% antes de su uso. 
Cada tejido fue desparafmnado en 1 ml de Xilol e incubados a 55 °C con agitación de 200 
rpm por 1 hora. Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos, 
se descartó el sobrenadante y se repitió el proceso con Xilol. Se realizaron 3 lavados con 
etanol al 100%. Se dejó secar el pellet de células y se agregó la solución amortiguadora de 
lisis celular (lOOmM NaClIlOrnM Tris-HC1/25mM EDTAI5% SDS) con proteinasa K 
(concentración final de 0,3-0,5 mg/mi). Los tejidos se maceraron con un pistilo (libre de 
DNsas y RNasas) y se incubaron toda la noche a 55 oc con agitación a 200 rpm. El ADN 
fue separado con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (PCI 25:24:1) según método 
estándar (Ausubel et al., 2002). Se dejó secar el peliet de ADN y se resuspendió en 50 }.tl 
de agua grado molecular, rehidratándolos a 55 °C por 1 hora. La calidad del ADN 
obtenido fue evaluado mediante electroforesis en agarosa al 1% en amortiguador Tris-
Borato-EDTA (TSE) teflido con bromuro de etidio (0.5 ig/ml). Una vez evaluada la 
calidad del ADN se procedió aalmacenarlo a -20 °C. 
Amplificación del ADN 
Los exones 11, 9, 17 y  13 del gen c-kit y 18, 12, 14 y 10 del pdgfra fueron amplificados 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La amplificación de cada exón se 
realizó utilizando cebadores específicos previamente reportados por Yamamoto et al. 
(2004) (Tabla No. 5). Debido a que el ADN extraldo de tejidos fijados en formalina está 
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fragmentado, la dilución del ADN (1:10, 1:50 y 1:100) de cada muestra se hizo para 
estimar la integridad del ADN utilizando el gen de la 13-Actina (300 pb) con protocolos 
estandarizados en el Departamento de Genómica y Proteómica del Instituto Gorgas. 
Posteriormente, se utilizó este gen como control positivo de amplificación La 
amplificación de los exones de c-kit y pdgfrx se realizó con la dilución estimada con la 3-
Actina. El volumen final de la reacción de PCR fue de 25 il y contenía 200 jiM de cada 
dinucleóiido, 2.0 MM  MgCl2, 0.6 unidades/g1 DNA polimerasa, 1 piM de cada cebador y5 
pl de ADN diluido utilizando el reactivo PCR Master Mix (Promega Corp.). Se verificó la 
temperatura óptima de anidamiento de los cebadores a través de un PCR gradiente 
(Eppendorf). Las condiciones de amplificación fueron:, desnaturalización inicial de 3 
minutos a 95 °C, 35 ciclos a 95 oc por.45 segundos, 50-56 °C (dependiendo del exón, ver 
tabla No.5) por 45 segundos y  72 oc por 45 segundos, extensión final a 72 °C por 5 
minutos. Los fragmentos amplificados fueron evaluados mediante electroforesis en 
agarosa al 2% con 0.5X de amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE) teflido con bromuro de 
etidio (0,5 ig/ml). Los geles fueron corridos a voltaje constante de 80V por 1 hora y con 
una escalera de peso molecular de 1 OOpb (lOObp-DNA Ladder, Promega Corp.). Los 
fragmentos del tamao esperado, fueron recuperados del gel y purificados utilizando la 
enzima Agar-ACE (Promega Corp.) según protocolo del fabricante 
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Tabla No. 5. Secuencias'y tiempo de anidamiento de los cebadores utilizados. 
Gen c-kit 
ExÓN SECUENCIA Ta AMPLICÓN 
ESPERADO (pb) 
9F: 5'1TFGGAAAGCTAGTGGTFCA.3' 55°C 190 
9R: 5'ATG GTA GAC AGA CCC TAA AC Y 
uF: 5'CTAITÇ 1TC CCT TFC TCC CC 3' 56°C 200 
I1R: 5'TACCCAAALAACGTGACATGG3' 
13F: 5 'GCT TGA CAT CAG ITI' GCC AG3' 60°C 190 
13R: 5'AAA GQCÁQC UGGAC AGOCT TFA3' 
17F: 51T1'CFCCTC CAA CCT AATAG3' 56°C 180 
17R: 5'CCTTTc3CAGGAC TGT CAA GC3 
Gen p4gfta 
EXÓN SECUENCIA Ta AMPLICÓN 
ESPERADO (pb) 
bR 54°C 400 '•S'AGA TGO TFT GAG AGA TGG TAC TGC 3' 
IOL .5'GGA CAC AGT AGA GTC CAA CAA CGT 3' 
12F 5 'TCC AGT CACT GTC OCT OCr TC 3' 56°C 250 
12R 5 'OCA AGO GAA AAG (KA GTC U 3' 
14R 5'CTC ACT CTC ATr CAA ACC TAT CAGC 3' 54°C 450 
141, 
1SF 
5'TCA TAC CCA TCT CCT AAC GOC 3 
5'ACCATGGATCAGCCA GTC U3' 50°C 250 
18R 5'TGAAGGAGOATGAGCCTGACC3' 
Ta, temperatura de anidamiento del cebador. 
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Secuenciación 
Los fragmentos purificados fueron cuantificados mediante electroforesis de agarosa 
utilizando una escalera de masa molecular (Quanti-Ladder QL200, Origene). Los 
fragmentos en concentración de 5-20 ng/jil fueron secuenciados por la técnica de PCR-
secuenciación utilizando la química de BigDye Terminator v3..1 (Applied Biosystems) y 
los cebadores exón-específico. Posteriormente fueron purificados con precipitación de 
EDTA./EtOH según protocolo del fabricante. Los productos de la reacción de 
secuenciación fueron separados mediante electroforesis capilar en un Analizador Genético 
ABI Prism 310 (Applied Biosystems). 
Determinación de las Mutaciones 
Las secuencias de ADN obtenidas del A131 310 fueron editadas usando el programa 
Sequencher (GeneCodes, Corp.). Luego las secuencias de cada muestra fueron alineadas 
en el programa MacCiade (Sinaucr Associates, Inc.) con la secuencia de referencia no 
mutada de los genes c-kit ypdgfra obtenidas de bases de datos en Internet (GnBank). Se 
utilizó la matriz con las secuencias almeadas a la secuencia de referencia para cada exón 
para caracterizar el número del codón y el tipo de niutación presente. La descripción de 
las mutaciones encontradas en cada muestra se hizo considerando la nomenclatura 
establecida (den Dunnen&.Mtonarakis, 2001). 
Clonación 
Los cromatogramas de las secuencias directas del producto de PCR que mostraron tanto 
mutaciones claramente identificables como mutaciones dificiles de interpretar fueron 
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donadas y posteriormente secuenciadas con el objeto de identificar la posible mutación. 
Los productos puriflcadós del PCR se ligaron al vector de donación pGEM (Figura 6) y se 
introdujeron en la cepa JMI09 siguiendo el protocolo del fabricante (pGem-T-easy 
Cloning kit, Promega). La identificación de la colonia con el vector recombinante se hizo 
seleccionando colonias blancas de un plato de agar selectivo conteniendo [PTG (0.5 mM), 
X-Gal (80 ig/il) y ampicilina (100 ig/il). Se seleccionaron 10 colonias blancas por 
plato, y se crecieron en 5 ml de caldo LB con ampicilina (100 1g/Ll) a 37 oc toda la 
noche. Se verificó el inserto por PCR utilizando los cebadores específicos. Se utilizó para 
esta PCR una dilución 1:50 del cultivo en n}-120; el cual fue previamente calentado a 95 °C 
por 5 mm. Las condiciones de amplificación fueron: desnaturalización inicial de 3 
minutos a 95 °C, 28 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 5056 °C (dependiendo del exón) por 
30 segundos y 72 °C por 30 segundos, extensión final a 72 °C por 5 minutos. El producto 
de la PCR se visualizó mediante electmforesis en geles de agarosa al 2% como se 
describió previamente. Los clones seleccionados mostraron una sola banda en el rango de 
tamaño esperado. Se hizo la extracción del ADN del plásmido utilizando el Kit Wizard 
Plus SV Mimpreps (Promega, corp.) según el protocolo, del fabricante. Los plásmidos 
purificados fueron secuenciados con el cebador en sentido contrario M13 
(5 'AACAGCTATGACCAI[G 3') que anidan en el vector cercano al punto de inserción 
del inserto. La evaluación de mutaciones en estas secuencias se realizó como se ha 
descrito anteriormente en este documento. 
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Figura 6. Vector de donación pGEM-T-easy (Promega) mostrando el punto de inserción 
TA (Timina-Adenina) que permite ligar el producto de PCR. 
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RESULTADOS 
Amplificación de exones 
Se logró laainplificación del exón 11 del gen c-kit en 41 de los 44 tejidos, de los cuales 27 
presentaron mutaciones en ese exón. Debido a que se reportaron que las mutaciones en 
los genes c-kit y pdgfra asociados a GIST son mutuamente excluyentes (Medeiros et aL, 
2004) se procedió a amplificar el exón 9 en las 14 muestras restantes, lográndose la 
amplificación exitosa de éstas 14 muestras de las cuales 3 presentaron mutaciones en ese 
exón. Las muestras que no presentaron mutación (11) fueron utilfr2dts para amplificar los 
exones 13 y  17. Ninguna de estas muestras amplificadas presentó mutación. Por 
consiguiente, se procedió a trabajar con los exones 18,, 12, 10 y 14 del gen pdgfra, de los 
cuales 7 presentaron mutaciones en el exón 18 únicamente. En solo 2 de las 4 muestras 
restantes se pudo comprobar la ausencia de mutaciones. Los productos de amplificación 
con los cebadores específicos del tamaño esperado se observan en la figura 7. 
Los productos de la amplificación de los exones de c-kit y pdgfra presentaban en Su 
mayoría una sola banda, aunque algunos de los productos de los exones 9 y  11 del c-kit 
presentaban dos bandas de amplificación (Figura 8). La muestra T25 por ejemplo, 
amplificó para el exón 9 una. banda de aproximadamente 200 pb y otra de peso molecular 
ligeramente mayor. En el exón 9, las muestras con estas características fueron T13, T21 y 
T25. Mientras que en el exón 11 se observó 2 ó 3 productos de amplificación para las 
muestras T02, T08, 110, T14, T18, T20, T23, T26, T30, T39 .y T44. En los exones del 
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pdgfra no se observaron dobles bandas. Las amplificaciones realizadas a los clones 
aislados de una muestra mostraron los tamaños de banda correspondientes a lo observado 
en el producto amplificado (Figura 9). 
Secuenciación 
Las muestras amplifiradas para el exón 11 (T24, T28 y T29) mostraron en el 
cromatograma picos dobles para una misma posición, lo cual sugiere la existencia de 2 
nucleótidos diferentes para esa posición (Figura 10). Sin embargo la mayoría de las 
muestras del c-kit (exón 9 y  exón 11) y  del pdgfra (exón 18) presentaron picos dobles en 
más de una posición a lo largo. del fragmento secuenciado. En la figura 11 se puede 
observar las secuencias con picos dobles para la muestra T21 del exón-9. 
Determinación de las mutaciones en los genes c-kit ypdgfia 
Las mutaciones enc-kit ypdgfra fueron detectadas en 37 de 39 pacientes (95%) (Tabla 6). 
En general, se determinaron 30 (77%) pacientes con mutaciones en el gen c-kit y 7 (18%) 
mutaciones en el gen pdgfra. Solamente 2 casos (5%) se confirmó la ausencia de 
mutaciones, para. los exones estudiados (Tabla 7). La mayoría  de las mutaciones del gen e-
kit se encontraron en el exón 11 (27 casos) yen el exón 9 (3 casos), Mientras que en el 
gen pdgfra se observaron 7 casos, todos con mutaciones en el exón 18. 
Las mutaciones detectadas en la región codificadora del exón 11 son de diversos tipos. En 
La figura 12 se observa que 1.), la. mayoría de estas mutaciones se encuentran en la región 
5' del exón; 2), las deleciones se localizan entre los codones 549-579, con un máximo de 
39. 
15 codones eliminados; 3), las sustituciones se observan a lo largo del exón, aunque en 
mayor número entre los codones 554-562. Un 59% (16/27) de las muestras que 
presentaron mutaciones en los residuos de aminoácidos 556-560 se consideraron dentro 
del grupo de alto riesgo (Figura 12). Las sustituciones simples se observaron 
específicamente en los codones 557, 559, 560 y 576 ('p.W557R, p.V559A, pV559D, 
p.V560D, p.L576P); 4), la única duplicación se observó entre los codones 578-579 en el 
paciente T32. Las características clínico-patológicas que tenían los pacientes al momento 
de la biopsia al tumor primario se anotaron según el tipo de mutación observada en el exón 
11 como sustituciones simples (Tabla 8), delecciones y sustituciones simples (Tabla 9), 
mixtas con múltiples sustituciones y delecciones (Tabla 10), mutaciones con pérdida de 
sentido y duplicación (Tabla li). En el exón 9, la mutación encontrada en los 3 pacientes 
fue la misma, representada por una inserción de los nucieótidos GCC TAT que resulta en 
la duplicación de los residuos de aminoácidos A502 y Y503 (Figura 13). La tabla 12 
muestra las características clínico-patológicas de los pacientes con este tipo de mutación. 
Se observaron mutaciones en diversas posiciones del fragmento amplificado con los 
cebadores utilizados para el exón 18 dei gen pdgfrcz.  Las secuencias de los clones 
mostraron cinco muestras con sustituciones, una con sustitución y deleción de tres codones 
y otra con deleción de ,4 codones (Figura 14). Las sustituciones se observaron entre los 
codones 838-850 y las deleciones se presentaron hacia el. extremo 3' del exón. En Ja tabla 
13 se muestran las mutaciones observadas y las características clínico-patológicas de los 
pacientes con esta condición. En este gen, a nivel de la secuencia de nucleótidos, se 
observó que de 'las 11 muestras amplificadas para el exón 18, 9 mostraron secuencias 
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heterogéneas (con picos dobles). Los clones de dichas muestras presentaban una deleción 
del nucleótido adenina en él área del intrón 17, a 42 pares de bases del inicio del exón 18. 
De las 7 muestras con mutaciones en el exón 18 solamente una muestra no se presentó la 
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Figura 7. Tamaños de bandas aproximados para cada uno de los exones estudiados de los 
genes c-kit (A) y pdgfra (B) con excepción del exón 14. Marcador de peso molecular de 
incremento en 100 pb. 
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Figura 8. Gel de agarosa al 2% en 0.5X TBE mostrando las muestras amplificadas para 
los exones 9 y  11. Obsérvese las muestras con más de una banda en rango de 150 a 210 




— - — — — — — - — 
B 
Figura 9. La identificación de clones con inserto se hizo amplificando directamente de la 
colonia (1:50) con cebadores específicos para cada exón. (A) Los carriles 10 y  11 
mostraron una sola banda con tamaños ligeramente diferentes. (B) Los carriles 2, 7 y  9 se 
observaron dos productos de amplificación. Controles negativos en (A) carril 1 y  en (B) 
carril 11. Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega, 1 OObp DNA Ladder). 
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Figura 10. Ventana del Programa Sequencher (arriba) donde muestra los cromatogramas 
de las secuencias 5 '-*3' y  3'-->5' de la muestra T28 (exón 11) indicándose con la flecha 
negra dos bases nucleotidicas (Timina y Adenina) para una misma posición que resulta en 
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Figura II. Cromatograma de secuencias en ambas cadenas mostrando dobles picos en una 
misma posición (flecha roja). Cromatograma de arriba, secuencia con cebador en sentido 
5 '4 3'; y en cromatograma de abajo, secuencia en sentido contrario. Debajo de los 
cromatogramas se encuentran las secuencias de aminoácidos alineadas. La comparación a 
nivel de secuencia de aminoácido muestra una inserción de 2 aminoácidos que duplica los 










Tipo de Mutación 	 No. de Pacientes 
Gen c-kit 
Exón 11 
Deleciones múltiples 	 5 
Sustituciones 	 8 
- Deleciones + sustituciones 	 11 
Duplicaciones + sustituciones 1 










Tabla No. 6, Distribución de las mutaciones en los genes c-kit ypdgfra encontrados en los 
tumores de este estudio. 
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bla No. 7. Catucteristicas clínicas y patológicas de los pacientes que presentaron ambos genes tipo silvestre 
Mutación 	 Tamaño del Sitio del de 	Observada Edad Genero Tumor (cm) Tumor 
ELSO 
	
Mitoosi 	 Metástasis: s se  
Tipo de Célula 
/N o guimiento 
**}{pF 	(meses) 	
Presente (SI/No) / 	Grupo de 
tiempo (meses) / sitio 	Riesgo 
'06 Ninguno 72 F 	17 Estómago Fusiformes 10 	33 	 No 	Alto 
'38 Ninguno 47 F 	20 Intestino delgado Fusiformes 	3 	10 No 	Alto 
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737 clon. 1 
Tarden. 2 
ViO 
002 clon. 1 
TOP clon, 2 
TO 1 
702 clon. 1 
703 cln 2 
722 clon. 1 
722 clon, 2 
T 
al 
1-04 clon. 2 
704 clon. 5 
710 cIeno * 
T32 clon. 1 
7)0 
7*6 clon. 3 
716 clon, 2 
7*9 clon. 3 
TIC clOn. 2 
'-744 clOn. 2 
126 
003 c•on. 1 
-711 clon. * 
732 
ura 12. Tipo y posición de las mutaciones dentro del exón 11 del gen c-kit. Se muestra a los pacientes con sus respectivas 
uencias de aminoácidos obtenidas de los diferentes clones que representan a los posibles alelos presentes en el individuo. Las 
chas y corchetes (rojo) indican las muestras consideradas dentro del grupo de alto riesgo. Nomenclatura de aminoácidos: A=Alanina, 
Arginina, NMparagina, D=ácido Aspartico, C=Cisteína, E=ácido Glutámico, Q=Glutaniina, G=Glicina, H=Histidina, I=Isoleucina, L= Leucina, K=Lisína. 
=Metionina, F=Fenilalanina, PProlina, S=Serina, T= Treonina, W=Tnptófano, Y=Tírosina, V=Valina, Xcodón de parada en color negro. 
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Sitio del 	Tipo 	de Mitosis/No. 









lO p.W557R 82 F 21 Omento 	Fusiformes 19 SI/ATO' / Peritoneo Alto 
15 p.W.557R 85 M 
No 
disponible Estómago 	Fusiformes 37 no regresó Alto 
13 p.V559D 80 F 3 Estómago 	Fusiformes 2 50 No Bajo 
8 p.V559D 65 M 5 Estómago 	Fusiformes 0 5 SI / 5 /Hígado Bajo 
l9 p.V559A 38 F 5 IntestinoFusiformes 
delgado 1 23 No Bajo 
4 p.V560D SI M 27 Omento 	Mixto 80 SI / ATD' / Hígado y Peritoneo Alto 
.6 p.L576P 77 M 14 Estómago 	Fusiformes 2 2 5112 / Peritoneo Alto 
6 p.L576F 77 F 4 IntestinoFusiformes 
delgado 5 15 No Bajo 
TD: al momento del diagnóstico; SS  HPF' high power. fleid (campo de alto poder); WTriptófano RArginina, D=ácido Aspártico, 
VIina, A=Alanina, L= Leucina, P=Prolina, F=Fenilalanina. 
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50 Seguimiento 	Metástasis presente (SI/NO)! Grupo de 
Célula PF** (meses) 	tiempo (meses) / sitio 	Riesgo 
20 p.D579de1 65 F 5 a 3 Estómago Fusiformes 1 7 No Bajo 
39 p.V560de1 63 M 13 Estómago Fusiformes 5 16 No Alto 
03 p.V560de1 69 M 5.5 Yeyuno Fusiformes 0 2 SI111 H&ado Medio 
01 p.Q556_K558del 68 M 17 Estómago Fusifonnes 2 no regresó Alto 
12 p.W557 K558de1 56 M 10 
Retro- Fusiformes - 6 SIIATD*lHigado Alto Peritoneo 
02 p.W557K558del 56 F 
No 
disponible 
Omento Fusiformes 30 30 Sll30fPeritoneo Alto 
04 p.W557_K558de1 54 M 8 Estómago Fusiformes 35 7 SI /71 Peritoneo Alto 
HPF: high power fleid (campo de alto poder); N=Asparagina, D'ácido Aspartico, V=Valina. 
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ibla No. 10. Caractetisticas clinicas y patológicas de Los pacientes que presentaron múltiples mutaciones (sustituciones 
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TD: al momento del diagnóstico; ** HPF: high power fleid (campo de alto poder); PPsolina, VValina, Eácido Glutámico, D=ácido Aspartico, 






Edad Género Tamaño del Sitio del Tipo de Célula Mitosis/No. Seguimiento presente (SI/NO) / 
50 HPF*S 	(meses) 	tiempo (meses) / 	
de 
.aso Tumor (cm) 	Tumor 
sitio  Riesgo 
['08 52 	F 	11 	Estómago Fusiformes 	12 	no regresó 	 Alto 
CII 	
intestino 




SI / ATD / 	
Alto 
itoneo 
C32 p.Q575E_Y578dup 29 F 	9 	Estómago Fusiformes 	5 	 5 	 No 	Medio 
p. [W557X  -) 
][563_P577de1] 
LbIa No. 11. Características clínicas y patológicas de los casos T08 y Ti 1 que presentaron sustitución del aminoácido W 7 por us 
dón de parada más deleciones, y el caso T32 que presentó sustitución (Q575E) y duplicación de 3 aminoácidos en el exón 11 de 
ti c-kit. 
1D: al momento del diagnóstico; HPF: higb power fleid (campo de alto poder); WTriptófno, X=codón de parada, I=Isoleucina, P=Prolina, V'Va1ina 
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Figura 13. Tipo y posición de las mutaciones dentro del exón 9 del gen c-kit. Se muestra los pacientes con sus respectivas secuencias 
de aminoácidos obtenidas de los diferentes clones que representarían a los posibles alelos presentes en el individuo. 
Nomenclatura de aminoácidos: A=Alanina, R=Arginina, NAsparagina, D=ácido Aspartico, CCisteína, Eácido Glutáinico, Q=Glutamina, G'Gticina, 
H=Histidina, I=Isoleucina, L= Leucina, K=Lisina, M=Metionina, F=Fenilalanina, P=Prolina, S=rSerina, T= Treonina, W=Triptófano, Y=Tirosina, V'=Vaiina, 
X=codón de parada en color negro. 
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LbIa No. 12. Características clínicas y patológicas de los pacientes que presentaron duplicaciones en el exón 9 del gen c-kit. 
. de Mutación Observada Edad 
'so 
Tamaño 
Género del Tumor 
(cm) 
Sitio del Tipo 	de MitosisfNo. Seguimiento 
Tumor Célula 50 HPF 	(meses) 
Metástasis-
presente 
(SL/NO) 	/ Grupo de Riesgo 
tiempo (meses) 
/ sitio 
5 pA502_Y503dup 40 F 	5 
1 p.A502_Y503dup 67 F 	28 








Fusiformes 	0 	23 	No 	Medio 
SI / ATD5  / Alto Epiteiode 	140 	 peritoneal 
Fusiformes 	6 	14 	No 	Alto 
LTD: al momento del diagnóstico; "HPF: high power fleid (campo de alto poder); A=Alanina, YTirosina. 
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820 	 830 	 840 
1' 
6039130&14779-15026 H C RO A A R (OF A R U 	MNDS 
txon 18 14165-14987 C RO A A R (DF ARDI MHDS 
WILD TYPE pationt C O A A R CDF ARDI MHDS 
T09 C O AAR COF ARDI MHDS 
T17 don. 1 C D A A R CD.F ARVI MHDS 
Ti? don. 2 C RO AAR CDF ARVI MHDS 
T31 done 1 C RO AA.R CDF ARVI MHDS 
T31 done 2 C RO A A R 	 A CDF AROVMHD5 
T33 don. 1 RO PAR A CDF AR/I 	MHDS 
T33 done 2 O A A R CDI ARDI MVIDS 
T41 RO PAR CDF ARDI MIS 
T45 RO AA C I ARMI - 
T46 8 PAR C.D A  
850 
gura 14. Tipo y posición de las mutaciones dentro del exón 18 del gen pdgfra. Se muestra los diferentes pacientes con su,  
;pectivas secuencias de aminoácidos obtenidas de los diferentes clones que representarían a los posibles aleles presentes en h 
.iestra. Nomenclatura de aminoácidos: A=Alanina, R=Arginina, N=Asparagina, Dácido Aspartico, C=Cisteína, E=áci& 
utámico, QGlutaniina, G=Glicina, HHistidina, I=lsoleucina, L= Leucina, K=Lisina, M=Metionina, F=Fenilalanina, P=Prohna 
=Serina, T= Tiomna, W=Triptófano, Y=Tirosina, V'Va1ina, Xcodón de parada en color negro. 
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bIa No. 13. Características clínicas y patológicas de los pacientes que presentaron mutaciones en el exón 18 del gen pdgfra. 
'so 

















19 pG829E 77 M 13 Estómago Mixto 11 no regresó Alto 
7 p. [L825P (+) D842V] N/A M 8 Estómago Mixto 11 no regresó Alto 
11 p.[D842V(+)1843V] 33 M 19 Estómago Epiteliode 2 22 No Alto 
3 p.[D842V(+)S851Pj 74 F 7 Estómago Epiteliode 6 24 No Alto 
1 p.1834V 82 F 7 Estómago Epiteliode 5 40 No Medio 
5 p[H845P (4-) D846_N848de1] 58 F 10 Estómago Epiteliode O no regresó Medio 
16 p1843_D846de1 64 F 4 Estómago Fusiformes 4 32 No Bajo 




En 'este estudio encontramos que el 77% de las muestras analids presentaron 
mutaciones en el gen c-kit. Estos resultados coinciden con estudios previos que muestran 
una mayor,  incidencia de mutaciones en el gen c-kit en relación al gen pdgfra en pacientes 
con GIST (Hirota el al.,, 2001; Duensing el al., 2004). La mayoría de las mutaciones 
observadas en el gen c-kit fueron en el exón 11 (27 casos) y en menor proporción en el 
exón 9 (3 casos). Mutaciones en estos exones han sido, previamente asociadas a GIST, a 
diferencia de otros tumores y enfermedades genéticas que presentan mutaciones en otros 
exones del gen c-kit, responsables en su mayoría de realizar la activación enziniática de 
KIT (Furitsu el al., 1993; Tian et al., 1999; Hongyo el al., 2000; Tang er al., 2004; 
Miettinen & Lasota, 2005; Nagata el aL, 2005). 
La región de la juxtamembrana del receptor KIT comprendido entre los aminoácidos 554-
562 presentó un mayor número y tipo de mutaciones en un 96% de las muestras (Figura 
12). Las mutaciones observadas fueron principalmente deleciones y sustituciones, la 
mayoría reportadas por otros autores (Lasota el al., 1998; Taniguchi el al., 1999; 
Yaniamoto el al., 2004; Martin el al, 2005; Mittinen el al., 2005; Waidelmann el al., 
2006). Nuestras muestras no presentaaon inserciones en laregión mencionada como otros 
autores han mencionado (Kang el al., 2005; Tarn el al., 2005). El efecto de estas 
mutaciones interrumpen las interacciones hidrofóbicas (específicamente los residuos 
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W557, V559 y V560) o electrostáticas (residuo Q556) que favorecen el cierre del lazo de 
horquilla entre la cinasa N-terminal y su dominio C-terminal que regula la conformación 
activa e inactiva del receptor (Mol et al., 2004; Tam et al., 2005). 
Dos muestras se observaron con la sustitución de triptófano por un codón de parada en la 
posición 557 (p W557X) que evita la síntesis de los restantes residuos de la región de la 
juxtamembrana y de la cinasa proxirnal del receptor KIT (muestras T08 y T1.1), En la 
figura 12 se observa que para la muestra T08, ambos clones presentaban la delección de 
15 aminoácidos (p1563 P577de1) pero solamente el clon 2 presenta un codón de parada 
en el aminoácido 557. Las células de este tumor presentaron tres alelos que producirán 
una proteína truncada, una proteína con 15 aminoácidos menos y la proteína normal. 
Igualmente observamos que la muestra TI 1 presenta células con el alelo normal, un alelo 
mutado (clon 2) con un codón de parada en la posición 557 y otro alelo mutado (clon 1) 
con una única delección del residuo 560 (pV560del) (Figura 12). A pesar de que Ti 1 
presentó dos alelos mutados sin grandes delecciones como las observadas en T08, la 
muestra TI 1 evidenció metástasis al momento del diagnóstico (Tabla 11). Estudios han 
demostrado que el nivel de alteración de la proteína en los residuos 557-560 se asocia con 
un mal pronóstico en la sobrevida (Taniguchi et al, 1999; Martin et al., 2003). 
Observemos que 16 de 27 muestras con mutaciones entre los residuos 557-560 
responsable de la regulación del receptor KIT fueron consideradas de alto riesgo. 
Nuestros resultados sugieren que la posición y el tipo de mutación son importantes, en 
especifico, aquellas mutaciones relacionadas con la regulación entre la conformación 
activa e inactiva del receptor KIT. 
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Investigaciones a nivel de la proteína han demostrado que mutaciones en estos 
aminoácidos mantienen la. activación constitutiva del receptor dado a que corresponde con 
al dominio que regula la dimerización y activación de los receptores (Heinrich et al., 2003; 
Tain .et.aL, 2005). Varios autores apoyan. Con sus datos la hipótesis de que la posición y el 
tipo del mutación asociadas a la conformación y actividad de la proteína KIT son 
evidentemente importantes y explican porqué al interrumpir la conformación mactiva de la 
proteína se mantiene la fosfonlación constitutiva del receptor que conileva, a una 
alteración en la transducción de señales (Heinrich et al., 2003; Mol el al., 2004; Kang el 
al., 2005; Tarn el al., 2005). 
Los casos T16, T20, T26, 132, T36 y T37 presentaron mutaciones que están dentro del 
dominio de la juxtaniembrana aunque fiera del área importante para la regulación del 
receptor KIT (residuos 562-581). Los pacientes T16 y T36 presentaron ambos la misma 
mutación en el aminoácido 576 (pL576P); mientras que, los pacientes T37 y T20 
presentaron una delección del aminoácido .579 (p.D579del). A diferencia de la mutación 
p.L576P cuyo significado biológico aún no se ha estudiado, la mutación p.D579del ha sido 
reportada en la línea germinal de pacientes con (3IST (Tarn el al., 2005). En la muestra 
T26 se presentó la mutación ,p.[Y568_T574del; Q575E} en un mismo alelo que elimina 
los dos sitios de fosforilación Y568 y 'Y570; los cuales son importantes para el inicio de la 
activación de las diferentes tirosinas que han siou estudiadas in Vitro (Mol et al, 2004). 
Los residuos Y568 y Y570 recltita a las familias de cinasas lsre, APS, Sch, CHK, algunos 
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de los cuales son importantes en los procesos de proliferación celular (Linnekin el al., 
1997; Price el al., 1997; KozBaoski et al., 1998; Wollberg el al., 2003; Roskoski, 2004). 
En este estudio se encontró tres mutaciones (p.W557R, p.V59A y p,D579de1) 
previamente publicadas como asociadas a GIST familiar en los pacientes TI 5, T40, T37, 
T20 yT29 (Figura 12)(Hirota etal., 2000b; Maeyama etal., 2001; Liet al., 2005; Tarn e 
al., 2005). Maeyama el al. (2001) describieron que la mutación p.V559A estaba presente 
en una tniilia cuyos integrantes presentaban primeramente un cuadro de 
hiperpigmentación cutánea durante la adolescencia, seguida de un diagnóstico de GIST 
múltiple al ¡legar a los 40 años; no obstante, aquellos familiares sin la mutación no 
desarrollaban hiperpigmentación ni GIST. A diferencia de los pacientes con la mutación 
p.V559A, los pacientes conmutación en p.W557R no desarrollan hiperpigmentación por 
el contrario presentan múltiples GIST con una hiperplasia en las células intersticiales de 
Cajal y tumores neuronales (Hirot.a el al., 2000b). Las mutaciones p.D579de1 y p.V559A 
afectan fa actividad del dominio de fa cinasa intracelular (Tarn el aL, 2005). En este 
estudió, no se contó con suficientes datos clínicos que permitiera corroborar si familiares 
de los pacientes estudiados hayan desarrollado GIST u otro tipo de cáncer incluyendo el 
de esófago y mamario y/o presenten hiperpigmentación. Es posible que con un mayor 
número de pacientes y sus, familias pudiésemos estimar la frecuencia de estas mutaciones 
dentro de la población panameña. Una evaluación sobre Otros cánceres asociados a 
mutaciones en la línea germinal, del c-kit no ha sido hasta el momento estudiada de manera 
extensiva aunque hay muchos reportes de tumores GIST con síndromes familiares 
ÇNishida el al., 1998; Isozaki el al., 2000; Maeyania el al., 2001; Hirota el al, 2002; 
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Robson et al., 2004). Sería interesante en un próximo estudio evaluar la importancia de la 
posición y el tipo de mutación asociada a GIST familiar (exón 11: p.W5571?, p.V559A, 
p.D579de1; exón 13: p.K642E; exón 17: p.D820Y) en relación a las mutaciones en GIST 
esporádicos. 
Los pacientes T25, T21 y T13 (figura 13) presentan la misma mutación 
(p.A502Y503dup) para el exón 9 del gen c-kit, una mutación previamente descrita por 
varios autores (Lux et al., 2000; Martin et al., 2005; Wardelmann et al., 2006). Una 
proteína KIT con esta mutación en el exón 9 exhibe una autofosforilación constitutiva sin 
necesidad de ser estimulada por el ligando SCF (I{irota et al., 2001). 
Las mutaciones observadas, en el exón 18 del gen pdgfra han sido previamente descritas 
(Heinrich et al., 2003; Lasota et al., 2004; Miettinen et al., 2005) con excepción de 
p.1843V (paciente T33 clon 2), p.1834V (paciente T41), p.G829E (paciente T09) y, 
p.L826P (en el clon 2 del paciente T17). Aunque los clones demostraran un alelo con 
mutaciones diferentes a las reportadas (T17 y T31), el otro clon mostró al alelo con la 
mutación más frecuentemente encontrada (p.D842V) en pacientes con GIST. Heinrich et 
al. (2003) determinaron mediante experimentos de expresión del receptor PDGFRa con 
mutaciones p.D842V, p.D842_845H y p. [H845_848N (+) N848P] la fosforfiación 
independiente del ligando. La mutación p.D842V corresponde en función con la mutación 
p.D816V de KIT que ha sido previamente identificada en tumores de mastocitos (Furitsu 
et al., 1993), en células mononucleares de pacientes que tienen mastocitosis con desorden 
hematopoyético asociado (Nagata etal., 1995) y de células germinales (Tian et al., 1999). 
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Heinrich el aL (2003) comprobaron que los tumores que expresaban oncoproteínas de KIT 
o PDGFRCX eran indistinguibles en relación a la activación de señales intracelulares por 
proteínas reclutadas por lo que consideran que las miitc'iones activadas de KIT y 
PDUFRa presentan eventos oncognicos mutuamente exclusivos en (HST y que estas 
mutaciones tienen consecuencias biológicas similares. 
Estudios clínicos han mostrado que la respuesta a medicamentos que inhiben la acción de 
la tirosina-cinasa en c-kit o pdgfra en pacientes con GIST, como por ejemplo el Imatinib 
(Glivec, Novartis), es dependiente del estatus mutacional del proto-oncogen (Heinrich et 
aL, 2003; Debiec-Rychter et aL, 2004; Heinrich el al., 2006). En la figura 15 se muestra 
como la interacción de la droga Imatinib en codones específicos interrumpe la activación 
constitutiva de KIT (Mol el aL, 2004). Por consiguiente, la acción del Imatinib sobre los 
aminoácidos reguladores de la juxtamembrana permite el funcionamiento normal del 
receptor aunque diferencias significativas asociadas recaídas se ha encontrado en pacientes 
con la mutación p.W557_K558del (Martin el al., 2005). Pacientes con la mutación 
encontrada en el exón 9 del gen c-kit y exón 18 del gen pdgfra no tienen buena respuesta 
al tratamiento con Imatinib pero son sensibles al tratamiento con Sunitinib (Corless el al., 
2004; Heinrich et al., 2006; Miettinen el al., 2005b). La figura 16 permite observar que 
estudios clínicos han determinado cómo el tipo y sitio de mutación en el gen c-kit (exones 
11 y  9), influyen en la respuesta objetiva y la resistencia a las drogas que actualmente se 
emplean (Heinrich et al, 2006). 
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Solamente dos pacientes no presentaron mutaciones para los exones estudiados lo que 
demuestra la utilidad de la determinación de las mutaciones en los genes c-kit y pdgfra 
para la confirmación de diagnóstico. 	Estudios previos han demostrado que 
aproximadamente el 5% de los GJST no presentan mutaciones (Heinrich et al., 2003a; 
Miettinen et al., 2005b). Es probable que otros genes como el receptor del factor de 
crecimiento de insulina (IGF1R) también sean responsables de la oncogénesis de los GJST 





Figura 15. Sitio de unión y anclaje del imatinib a la cinasa del c-kit, se muestra la 
estructura química del imatinib (STI-571) indicando los aminoácidos en KIT donde 
interacciona (A) el imatinib (color púrpura) al sitio de anclaje en el KIT mostrando los 
enlaces de hidrógeno formados con los residuos de Cys673, Thr670, y G1u640 (B) en la 
conformación activa (derecha) e inactiva (izquierda). El polipóptido alrededor Trp557 
desde la estructura del KIT inactivo se muestra sobreponiendo a la estructura del Imatinib 






Dosis Approxímada lC 	(nM) 
Sunitinib Irnatinib 
V560D 11 - 
V654A 13 - 5000 
V560 D + V654A 11 +13 ATP SP 5000 
V560D+T6701 11+14 ATPBP 10,000 
V5601) + D81 6H 11+17 Act. loop 1000 5000 
V5601)+N822K 11 +17 Act, loop >1000 1000 
V5600+V823D 11 +17 Act. loop >1000 >1000 
Exon 9 + V654A 9+13 ATP SP 5000 
ATP BP: ATP binding pocket (sitio de union del ATP); 
Act. Loop: activation loop (lazo o sitio de activación) 
Figura 16. Efectos in Vitro del Imatinib y Sunitinib en mutantes de KIT. Obsérvese 
cómo el tipo y sitio de la primera (en tumor primario) y segunda mutación más 
frecuentemente encontrada en pacientes que desarrollan resistencia al Imatinib según 
concentración de dosis aplicada (nM). Los números de dosis en rojo indican sensibilidad a 
la droga mientras que los números en negro indican resistencia a la droga según sea el tipo 
y sitio de la mutación en el gen c-kit (Heinrich etal., 2006). 
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CONCLUSIONES 
-En este estudio se encontró una mayor incidencia de mutaciones en el gen c-kit en 
relación al gen pdgfra en pacientes con GIST, además, se determinó mutaciones en 
los genes c-/at y pdgfra asociados a GIST esporádico y familiar. La mayoría de las 
mutaciones encontradasen ambos genescausan la activación constitutiva del receptor. 
-Las mutaciones p.W557R, p.V559A y p.D579de1 presentes en cinco muestras están 
asociadas a GIST familiar. El tipo de >mutación y la posición en pacientes con GIST 
familiar presenta cuadros clínicos característicos de cada mutación. 
-Aproximadamente el. 5% de.los GIST no presentaron mutaciones, lo cual demuestra la 
utilidad de la determinación de las. mutaciones en los genes c-kft y pdgfra para la 
confirmación de diagnóstico. 
-Los pacientes con mutaciones en el exón 11 del gen c-/dttendrán una buena respuesta 
a drogas inhibitorias a la acción de los receptores tirosina cinasa KT y PDGFRA 
sobreactivados que actualmente están en el mercado como Glivec (Imatinib) y 
Sunitinib. De esta manera, nuestra investi ción va a permitir un tratamiento 
personalizado a pacientes con GIST quienes anteriormente no tenían opciones 
terapéuticas y por ende un mal pronóstico desobrevida. 
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